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　Creatinephosphate（以下CP）1よ筋眼筋機構に重
要な関漣を持つ物質の一りである。P．　E．　Eggleton
G．P。　EggIetoni）及び　C　H．　Fiske＆Y．　C．
Subbarow2）による発見以來筋牧縮弛綾，及び疲
労とCPの減少が観察され一時筋塀縮の先行的過
程と考えられた。　しかし：Lundsgaard3）の推定及
びLohmann等4）によりATPの分解が考慮され
るに至り，現在でぱCPの分解は弛緩に対慮する
過程と考えられている5）。
　しかして從來「この物質の定彙ぱその分解生成物
たる無機燐の評債によってなされてきた。そこで
多量共存する無機燐及びCP同様の不安定な燐酸
エステル化合物の影響が考慮されなければならな
かった。
　最近Alkseeva｛‘）はCPの新しい分析法として
その分解産物たるcreatinineの定量による方法
を報告している。この方法は無機燐除去の必要も
なく，迅速正確に行われるので，ここに追試槍討
した結某を報告・する。
　　　　　　　　　実験方法
　1）原理I　CP（1）はammonium　molybdateの
NH£04溶液により分解されてereatinine（II）とammo－
niumphosphomolybdateとになる。
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生成したcreatinine及びpicric　acid（III）はPHによ
りおのtsの次の如き互変異性を示す。
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　両’者の反鷹生成物である　creatininepicricacid　com－
plex（IV）もまた次の如き二つの形を作り，弧塩基性で（V）
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となり赤色を呈すぴ。よりてこれを比’働」二：量して，CPを
知ることが出口る。
嘱織1卜噸総ニゴ
　NO，　cH3　NO2　CH3　　　（v｝　　　　　 　　　　　　　　　（▽｝（赤色）
Table　2．　The　Relationship　Between　the　Volume
of　Reagents　and　Color　P・rocltect’ion　（Extinction）
’L’@一?ＮaOHPicric．　A．　addX．　．
2ee
3cc
4ec
5cc
0。豆
O．153
0，159
0．146
0．142
O．2
0ユ56
0．158
0．161
0．147
O．3一
。．lors
O．165
0．16S
O．159
o．4　10．s　cc
0ユ55
0．165
0．167
QJ．55
O．150
0．162
0．165
0．151
　2）試藥：i）分解試SS　：ION　H2SOd容液［11に
7．7％ammonium　molybdateを含む。
　　ii）　飽田［i　picric　acidヨ容液：1．29／dl（再結品そ受）
　　iii）10％NaOH溶液
　　iv）指示藥methyl　red
　3）試料：　i）標準creatilline溶1変。．1　mg／cc
　　ii）Lohmannり法により家兎筋肉から得g一たCP　Ba－
salt
　　iii＞　2％perchlOric　acidによる筋肉書由出詑夜
　4＞実　施＝　試料1～2ccを取り指示藥を滴下し，分
解試藥を加え一定時間放置後rli　lal，次いで10％NaOH及び
picric　acid溶液を加え発色する。一定時間後水を加え全量
20ccとしてfilter　530を用い光電上ヒ色計で比色定量する。
　なお光電比色計は伊藤超短波S型を使用した。吸光曲線
測定には島雄製光電分光光度計を使用した。
次に標準液の発色に対する分解剤及び筋肉抽出液の影響
をみた。
Table　3．　The　In．痺‘θ箆。θ（ゾExt？’αct　1舌sθゲαnd
　Deeomposing　Reagent　on　Color　Prodleetion
　　　　　　　　　（Extinction）
Extract　1　ee－water　1　cc
　　　　　　－stand，　O．5　ce
　　　　　　－stand，　1．0　ec
deeomp，　O．1　ce－stand，　1．O　cc
1
O．092
0．176
0．257
0 165
2
O．090
0ユ73
0．259
0」65
3
O．090
0．173
0．20r7
0．167
　　　　　　　　　　実験結果
　1）発色の．條件：　標準creatinine溶液を用）・て発色
の．鰍P件を槍罰’した。これには戸口creatinineの定：量に川
いられるFolin8）氏法を参考とした。
　標準液1ccに10％NaOH　o．4cc．　picric　acid　4　ccを加
えて後の放置噂間の検討を行った，結果はTable　lのと
才b一りである。
Table　1．　The　E，がθctげT’ime　o？z．　Color
　　Produetion　（E．xtincttion）
min．
1
??
?
o
O．137
O．140
0．lb．7
5
O．1・47
O．144
O．149
10
0ユ6．O
o．lor7
O．160
15
O．167
O．167
O．16S
20
O．167
O．164
O．167
　10％　NaOHの量及びpicric　acid液の量をいろいろ変
えるとTable　2の如く吸光度にも変イヒがある。
　以上の結果より試料1～2ccに10％NaOH　O，4　cc，飽禾LI
picric　acid液4ccを加え15分放置後，水を加え．て20　cc
とする．ことにより最大発色を得る。
　なお分解剤及び抽出液は発色を’阻害しない。．
　2）比色：前項において楡吊した條flit．で発色したも
のについて，そのi吸光曲線をとるとFig．1の如くなる。
’吸攻極大は476mμにあるが，その吸光度は濃度に比例
しない。これは比色溶液が赤色の外にpieric　acidの黄色
を含むためである。そこで吸光係数が一定値を示す，5】5
．mμ以上で比色しなければならない。よってfiltez’　530を
川いた。標準曲線はFig．2の如し6
　測定は吸光度30％～50％問で行うのが最も安当．であり，
あまり濃度が増すと栢［線関係を示さない。
な醗色後水で全量20ccとした後，徐冠裾色するの
でそのll：；V・lllJ経過を追うとTable　4の結・果を得た。
　以．上の轟実より．発色後水を加え，直．ぢに比．色する必要が
ある。15分または20分後も大きな．変化がないので15分放
置後測定するのもよ．い。’．
　なお槌色はComp夏exの赤色のみである。　　’．
　3）分解：　A．M．．　Alkaseevaによオしば0．7％am；
mollium　molybdateを含むNH2SO4液でCP．を分解する
と室温で30分後に，100％creatinineになると報告して
ee@Jaffeの反鷹による。
7）　Lohmann，　K．：　Biochem．　Z．　194，　506　（1928）．
S）　Folin，　O．：　J．　Biol．　Chem．　17，　469　（1914）．
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Fig．　Z．　Relationship　between　the　concentration
　　　　　　　of　ereatinine　and　extinction．
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　　　（A）：
　　　（B）　：
　　　（C）　：
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Fig．3。　Efl’ect　of　tempera伽re　on．the　decomposi・
　　　　　　　tion　of　ereatinephosphate．
　　　（A）　：　CP　solution　at　room　temperature
　　　（B）：　The　same　solution　at　500C
　　　（C）：　Mascle　extract　at　soeC
　 　　　　　　　　（E．zt’inetaotre）
time　after　color
@　　production 0 5 10
1．5 ⑳ 　　　，Q5mln
stand，　O．5　ec
stand，　1．0　cc
extraet　（Frog）
extraet　（Frog）
blank　（against　wate．r）
O．OS3
0．167
0．172
0．174
0．144
O．082
0．166
0J67
0．／70
0．1．44
b．076
b．164
b．161
0ユ63
0．144
O．075
0．16d
O．161
0．160
0．144
O．Q70r
O．163
0．159
0－159
0．144
O．074
0．162
0．156
0．157
0．144
いる。実際にCP　Ba－salt．を用いて分’解lll：1穣を求めると
Fig．3（A）となる。
　　なお温度を上げることにより分解痔岡が短系1謎れること
を期待し，CP　Ba－salt及び暴筋肉抽1．ll液を．用い50℃の温
湯中に保つた。．結果は同図（B），（C）の如し。
　　即ぢ5分で100％分解が行われている。
　　4）Creatinephosphat6の定量法：　以上の実瞼結果
に基づきcreatinephosphateの定量法と，して次の如き方
法を要当ど認めた。
新鮮筋1gr
　　↓2％perchloric　acid　10cc及び金剛砂少量を加．える
磨　禅
　　；　filtration
filtrate　1　一一2　cc?
分解試藥を0．／～0．2ccカロえる（filtrate　2　ccの11尋
分鯛隣囁0．2cc）
湯浴中50℃で5分問分解，
さらに10％NaOH　O．4ce飽禾11　picric　acid4ccを加える
??
｝令・肉琢菱1．O％NaOH’一E’　vF　＊ilS
　　　　　　　　　　　　　’
15分放蹄
蒸溜水を加え全量20ccとなし，
色する。
面．ちにfilter　530で’
5巻5．号 宮崎・内田・佐膝一筋肉中のEnergy－Ri．ch燐酸化合物定量工 303
　対照としでは抽出液中に若干め遊離creatinineが含ま
れているので，同様抽出液1CCを取り分解過拳呈を除き同様
撮作で発色せしめ≧職のを唱いる。
　かくしてcreatinineの量を知り，それに1．866を乗じ
てcreatinephosphateの量を知る。
　Sl本法の生物学的下用：　本定量法によって家兎，饗
の2，3の筋肉についてCPの定：量を試みた。
Table　5．　Content　of　Ctreatinephosphate　tin
　　Several　Mzescles　（mg／lOOgr．　mzescle）
Rabbit
Frog
I　psoas　m．
　　轡
ifg？一tlol．．rp．・1　regtys　f．
438
214 126
　表中の数字は筋肉100g当りのCP量を示す。測定は7
，月に行ったのであるが，　慕の場合4～5刀に比して著しく
減少しているようである。
　家兎については丈七四9♪と一致している。
　　　　　　　　　　考　　　按
　以．」二わオしわれはAlkseevaのCP定』量法を池試するとと
もに，本反掌の諸條件を槍貸した。以下実事結県に基づき
2，3考察を試みる。
　1）本：反感の楡討：　実瞼結果1）に示す如く，標準液
に発’色剤を加えるとpicrie．　acidの黄也に加うるに暫n芋鮮
明な赤色を呈するがこれはll卸騒とともに濃度をまし15～20
分で最大に達す。　その際glucose等が存在すオしば加ua．す
ることにより，glucoseによる呈色がみられるが20～30。C
では影響がない。　筋肉抽｝ll液中に遊離creatinine及．び
glucoseが存在しても，分解過租終了後反磨液を充分冷却
し，且つ抽出液を対照とすることにより，それ等の影響は
充分除去される。
　またFolin、氏法によれば，尿　rl－iのcreatinine測定にあ
たり，全9：　IOO　ccとしているが20　ccでも満足すべき結果
を得ている。さらに微量CPを心理：するには全量工Oceと
して行えばよい。
　実瞼結果2〕に示さオしるように，この比色は黄色と赤色が
混合しいるために吸牧極大の476　mPtを川いることが出來
ない。よって515mμのfilterを用いて測定すればよいが，
操作簡輩のため光篭比色計を用いたので530mμのfilter
を使った。よって分光光度計を優用すればより頁好な結果
をうることは明かである。
　実瞼結県3）の分糸操i作において，　試料に分解：剤を加え
揚浴中に保てば液は線色を呈する，これは既に在存する無
機燐及び分解さオして1新たに生ずる燐酸とammonium　mo－
lybdateの作川によると．考えられるが，冷却すること．によ
り治失する。もし沿失せぬ噂は抽出液中の還元物質により
燐の発色が起つたので妨害となるから四過マンガン酸カリ
液を注意して1～2滴加え縄’色させてから発色を行えばよ
V’0
　2）感度及び誤差：　Fig．2の結果よりcreatinine濃
度とEは死例し，Lambeで七一Beer式に從うことは明かで
ある。感度は使用ナる光電比色計に左右されるので上界は
明確でないがわれわれの場合は次の如くなった。
　　　　　上界：11γ　（終末溶液1．CC宛）．
　　　　　一ド？F：O．5γ　（　　　　　　〃　　　　　　）
　ともにcreatinineについてであり，　CPとしてはおの
おのその1．S66倍となる。．
　誤差は196であり，月刊i作は極めて定：安である。
　3）Fiske　＆　SubbarowiO）氏法との比較：　家兎筋肉
より得た，CP　Ba－saltを用v’・て從來行わオしているFiske
＆Subbarow氏法との比較を試み次の結果を得た。
Table　6．Comparison　Between　Ris］fe　＆　Szebbarow’s
and　New　Meth，od　（mg／ce）
No．
???????
Fiske　＆　Subbarow’s　！
　　　method new　method
90??0
55」0
??110
?．?9?0
0220
O．　3’　12
0ユ56
0」．07
0．402
0．2工3
　Ba－saltを水に溶解しNa」SQヂC　Baを除去Na－saltと
して川いた。　その液1ccをとり，定量して上表の如く瓦
い一致をみた。操作に関しては水方法がよe）簡凹凸．つ安定：
していた。即ちFiske＆Subbarow氏法では塩濃1‘ど及び
除ii疑白剤でかなり自差が生じ，またCaSO4の沈濃が出削
る揚合がある。
　Fiske＆Subbarow氏法では他の不安定な燐酸化合物が
同噂に分解されて1），誤差を生ずる原因となるが，本法で
はその可能性は存在しない。
　以上操作簡便にして迅速に測定出來る方法として，今後
の生物学的な臆i用における利用償値：大なるものと考えらオし
る。
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　　　　　　　　　　　　　　摘　　　要
　A．M．　Alkseeva．の報告した，　creatinephosphate
定量法について上記種々の実瞼を行い追試改良し
た。．
　本法はその感度並び：に誤・差についても從來の方
法に劣ると～二．ろはなく，筋肉中のcreatinepho－
Sphate定量法とし．て適当で．あることを認めた。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（曜｛禾029．　3．　18受（rl・）
Summary
　　　An　atternpt　on　certain　additional　researches　on　the　analytical　method　of　creatine一一
phosphate　by　A．M．　Alkseeva　was　made．
　　　It　was　concluded　that　the　method　is　favorable　for　the　estimation　of　creatinephosphate
content　in　living　muscle．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　Mar．　IS，　1954）
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